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摘要: 猪是重要的农业经济动物，其在遗传背景、解剖学、生理病理学、营养代谢和疾病特征等方面与人类高度相似，是

农业生产性状改良、人类疾病动物模型和异种器官移植研究的重要对象。随着 ZFN、TALEN和 CRISPR等基因编辑技

术的出现，转基因或基因编辑猪的研究取得快速发展。本文将结合当前我国转基因及基因编辑猪的研究现状，对基因编

辑技术在农业生产性状改良如提高产肉量、改善肉质、提高抗病能力和建立人类疾病模型、动物生物反应器、异种器官移

植等方面进行综述，以期为猪遗传改良和医学研究提供参考。
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Advances on transgenic and gene-edited pigs

LI Guoling, XU Zhiqian, YANG Huaqiang, WU Zhenfang
(College of Animal Science, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China)

Abstract: Pigs  are  important  agricultural  animals  and  highly  similar  to  humans  in  terms  of  genetic  background,

anatomy, physiological pathology, nutrient metabolism and disease characteristics. Pigs are intensively studied for

the improvement of production traits, establishment of animal models for human diseases and xenotransplantation.

With the emergence of gene editing technologies, such as ZFN, TALEN and CRISPR, the research on transgenic or

gene-edited  pigs  has  achieved  a  rapid  development.  This  review  summarizes  the  current  research  advance  of

transgenic  and  gene-edited  pigs  in  China.  We  also  review  the  applications  of  gene  editing  technology  in

agricultural area, such as increasing meat production, improving meat quality, and resisting disease, as well as in

biomedical  study  such  as  establishing  human  disease  models,  animal  bioreactors  and  xenotransplantation  for

references of pig genetic improvement and medical research.
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猪作为重要的农业经济动物是人类肉类产品

的主要来源，同时猪在遗传背景、解剖学、生理病理

学、营养代谢和疾病特征等方面与人类高度相似，

因此也成为生物医学研究中的重要模式生物[1-3]。转

基因和基因编辑猪的研究对猪农业生产性状的改

良和特定性状的培育，以及人类疾病发生机制、病

理毒理研究、治疗药物评估等方面具有重要的应用

价值。随着锌指核酸酶 (Zinc finger nucleases，
ZFN)、类转录启动因子效应物核酸酶 (Transcription
activator-like effector nucleases，TALEN) 和规律性

重复短回文序列簇 (Clustered regularly interspaced
short palindromic repeats/Cas endonucleases 9， 
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CRISPR/Cas9)等基因编辑技术的出现[4-8]，其突破了

传统分子标记辅助选择和数量性状位点等的技术

障碍，实现了基因组的精确修饰，大幅提高和改良

了猪生产性状；同时也在动物生物反应器、人类疾

病模型、异种器官移植等生物医学领域的发展发挥

了重要作用。本文将结合当前我国转基因及基因编

辑猪的研究现状，对其在农业生产性状改良如提高

产肉量、改善肉质、提高抗病能力和建立动物生物

反应器，模拟人类疾病，应用于异种器官移植等方

面进行综述。

1   我国转基因和基因编辑猪的研究

现状

本文利用中国知网 (CNKI)、Web of Science、国
家知识产权局三大平台，采用“转基因”、“基因

编辑”、“猪”等相关转基因技术和基因编辑技术

猪制备等一系列专有名词，对“十一五”之后国内

外的转基因猪的文献和专利进行检索。在 CNKI数
据库中，截止至 2019年 3月，共有 166篇关于转基

因或基因编辑猪制备及其表型分析、应用的中文研

究性论文发表，其中“十一五”期间 25 篇、“十二

五”期间 76 篇、“十三五”期间 68 篇。研究机构

分布以吉林大学、中国农业大学、中国农业科学院

北京畜牲兽医研究所和湖北省农业科学院畜牲兽

医研究所最为突出。在 Web of Science 数据库中，

共检索到 332 篇关于转基因猪制备、表型分析及应

用的英文论文，其中中国 131 篇、美国 95 篇、德国、

日本和韩国均为 34 篇；在中国转基因或基因编辑

猪相关英文论文中，“十一五”发表 8 篇 (占全球

相关文献 17.78%)、“十二五”发表 52 篇 (占全球

相关文献 37.68%)、“十三五”发表 71 篇 (占全球

相关文献 47.65%)，单位以中国农业大学、中国农业

科学院和中国科学院贡献最大。在国家知识产权局

数据库中，共检索到 281 项国内外转基因或基因编

辑猪制备的专利，其中在美国申请的专利 99 项、在

中国申请的专利 67 项，在韩国申请的专利 46 项。

在中国申请的专利中，“十一五”期间有 14项 (占
全球相关专利 12.28%)、“十二五”期间有 27 项

(占全球相关专利 23.47%)、“十三五”期间有

26 项 (占全球相关专利 45.61%)，其中申请单位以

中国农业大学、吉林大学、华南农业大学、中国农业

科学院北京畜牧兽医研究所最多。随着转基因生物

新品种培育重大专项实施，我国的转基因或基因编

辑猪的研究得以快速发展，研究成果在数量上已经

超过美国，但大部分专利或论文都是同一表型不同

技术不同品种的制备，原创性还有待提高[9]。整体

而言，我国的转基因或基因编辑猪研发能力处于世

界前列，其中节粮环保型转基因猪、耐寒抗病猪、人

类疾病模型等均处于世界领先地位。

2   基因编辑技术的概述

传统的基因操作技术是将目的基因随机插入

到基因组内，这种随机整合的方式会对后期基因编

辑动物或人类疾病模型的研究带来较大困难。近年

来，ZFN、TALEN 和 CRISPR 系统等基因编辑工具

的发现和应用[4-8]，使动物基因组定点修饰获得了突

破性的进展。ZFN技术是最早被广泛使用的基因编

辑技术，其由特异的 DNA 识别域和非特异性限制

性核酸内切酶 (FokⅠ)组成，DNA识别域由 3~4个
串联的可识别特异碱基三联体的锌指蛋白构成，

FokⅠ二聚化后能切割基因组[10-13]。TALEN的原理

与 ZFN相似，但 DNA识别模块是由 14~18个识别

靶点序列的 TAL 单元串联组成[14-17]，而 CRISPR/
Cas9技术摆脱了合成和组装具有特异性 DNA识别

能力蛋白模块的繁琐操作，由一条外源单链向导

RNA(sgRNA) 和 Cas9 蛋白组成，sgRNA 通过碱基

互补配对原则识别基因组序列，并引导 Cas9 蛋白

切割基因组[4-8]。随后研究人员开发了一系列突变

体 Cas9 系统，如 VRER SpCas9[18]、VQR SpCas9[18]、
XCas9 3.7(TLIKDIV SpCas9)[19] 等，以及分子量更

小、效率相当或更高的基因编辑工具，如 SGN [20]、

AsCpf1 [ 2 1 ]、CjCas9 [ 2 2 ]、SaCas9 [ 2 3 ]、Cas14 [ 2 4 ] 等。

这些系统本质上是在基因组 DNA靶位点发生双链

断裂 (Doub le   s t r and  b reak，DSB)，激活体内

非同源末端连接 (Nonhomologous end joining，
NHEJ) 或同源定向修复 (Homologous-directed
repair，HDR) 2种不同的修复机制[4, 6, 25-26]，实现内源

基因的敲除或外源基因的定点插入。近年来，该技

术已成功应用到细菌、酵母、人类、果蝇、斑马鱼、小

鼠、大鼠、家畜等多种生物，显示了其强大的基因编

辑优势[1-2, 10, 27-28]。基因编辑技术与体细胞克隆技术

结合，可制备出具有重要经济价值或医学研究价值

的基因编辑动物，在动物遗传育种和人类疾病研究

等领域具有广阔的前景。

3   转基因和基因编辑猪在农业领域中

的应用

猪传统育种手段，如纯系选育和配套杂交等，

培育理想经济性状所需要的周期较长，耗费大量的

人力与物力，同时改良的程度受限于品种本身特性

和基因型的影响，无法突破种源的限制引入新性

状，极大程度地影响了猪遗传改良的发展。而转基
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因与基因编辑技术的应用，很好地弥补了传统育种

的不足，为快速改良或提高猪生长发育、肉质质量、

抗病能力等农业性状提供了良好的解决措施。

3.1    提高产肉量

猪肉作为我国主要的肉类食品来源，提高猪的

产肉量和瘦肉率是当前猪育种工作的重要目标。胰

岛素样生长因子 2 (Insulin-like growth factor 2，
IGF2)是影响骨骼肌发育及脂肪沉积的重要影响因

子[29-30]。1999 年，Jeon 等[30] 发现 IGF2 第 3 个内含

子存在 3 处核苷酸突变，显著增加 IGF2 在肌肉组

织中表达量有利于猪瘦肉率的提高。直到 2018年，

Xiang 等 [31] 利用 CRISPR/Cas9 技术成功获得了

IGF2 基因第 3个内含子一个保守的 SNP位点编辑

的巴马猪。与野生型巴马猪相比，IGF2 基因编辑猪

显著提高了产肉量和瘦肉率。同样，Liu 等[32] 通过

CRISPR/Cas9 技术获得双等位基因缺失 IGF2 基因

编辑猪，证明 IGF2 内含子 3 的突变对肌生成有着

重要影响，为培育具有较高瘦肉率的两广小耳猪提

供了依据。继胰岛素样生长因子之后，Myostatin
(MSTN) 基因是被发现的又一新功能基因。MSTN
基因是目前为止发现唯一对肌肉生长起负调控作

用，控制猪个体生长发育和脂肪沉积，改善猪产肉

性能的有效基因，其突变可导致肌肉异常增长或产

生双肌臀表型。2015 年，Qian 等 [ 3 3 ] 利用 ZFN
技术成功获得 MSTN 突变的基因编辑梅山猪，目前

已经繁育第 5 代，双等位突变基因编辑猪育种群瘦

肉率显著提高。随后吴添文等[9] 利用 TALEN 技术

编辑 MSTN 基因成功制备梅山猪和大白猪，目前已

获准开展转基因生物安全评价的中间试验。此外，

Wang 等[34] 利用 CRISPR/Cas9 技术对猪胎儿成纤

维细胞 MSTN 基因进行定点编辑，通过核移植技术

成功制备 MSTN 基因纯合子敲除猪，该猪肌纤维数

目显著增加并表现出特定的“双肌臀”现象。解偶

连蛋白 1(Uncoupling protein 1，UCP1) 是调节动物

脂肪沉积和抗寒产热的关键因子。猪天然缺乏

UCP1 基因，棕色脂肪则没有产热性能，导致仔猪体

温调节不良，易受寒冷的影响。2017年，Zheng等[35]

利用 CRISPR/Cas9 技术将外源性小鼠 UCP1 基因

定点插入到猪内源性 UCP1 基因位点，成功获得转

UCP1 基因猪。该基因编辑猪弥补了仔猪自身产热

能力的不足，降低仔猪因寒冷应激而死亡的几率；

同时还减少了猪体内脂肪沉积，提高瘦肉率。利用

ZFN、TALEN 和 CRISPR/Cas9 等基因组编辑技术

制备与培育基因编辑猪，是猪生产性状遗传育种的

一大飞跃。但中国猪种资源丰富，结合地方特色培

育将不仅有利于促进猪的生长，提高猪的生产效

益，而且有助于在畜牧业生产上改良育种。

3.2    提高猪肉品质

随着人们生活水平的提高，人们对猪肉的需要

也从最初的满足需要向吃得香和吃得健康转变。

猪体脂中所含脂肪酸分为多不饱和脂肪酸 (Poly
unsaturated fatty acids，PUFAs)和饱和脂肪酸，其中

不饱和脂肪酸是人体所需的必需脂肪酸，具有改善

心血管，提高免疫功能等作用。由于猪体缺乏饱和

脂肪酸脱氢酶，不能自主合成不饱和脂肪酸，因此

猪肉中含有大量的饱和脂肪酸，食用过量，容易增

加高血压、高胆固醇等疾病的风险。2004 年，Saeki
等[36] 将脂肪酸去饱和酶 (Fatty acid desaturase-2，
FAD-2) 基因转入猪的基因组中，转 FAD-2 基因猪

猪肉中不饱和脂肪酸的含量高于普通猪 20%。此

外，不饱和脂肪酸包括 ω-3和 ω-6，其中 ω-3在改善

心血管病症中扮演着重要角色，但由于猪体内缺乏

将 ω-6 脂肪酸转化成 ω-3 脂肪酸的酶[37-39]，导致猪

肉中 ω-3 含量较低，不能满足人类健康饮食的需

求。2006年，Lai等[39] 在猪中过表达秀丽线虫 Fat-1
基因，使猪肉中 ω-6 脂肪酸转变为 ω-3 脂肪酸，成

功培育出了富含 ω-3 脂肪酸的转基因猪。随后，

Zhang 等[40] 和 Li 等[41] 通过将 Fat-1 基因整合至猪

基因组中，成功获得中转 ω-3 脂肪酸去饱和酶基因

的转基因猪，大大提高了猪肉的营养健康价值。

Tang 等[42] 利用体细胞核移植技术，成功获得表达

2个脂肪酸去饱和酶 Fat-1 和 Fat-2 的转基因猪，显

著提高肌肉，脂肪等组织中 ω-3 和 ω-6 的含量，为

培育优质健康家畜新品种提供方法 (数据未发表)。
此外，影响猪肉品质的因素除脂肪中不饱和脂肪

酸含量等内在因素外，肉色、肌间脂肪含量和肌纤

维类型等仍然是目前猪肉品质研究的热点。过氧

化物酶体增殖受体 γ 辅激活因子 α(Peroxisome
proliferator-activated receptor gammaco-activator 1
alpha，PGC1α)是一种转录因子共激活因子，可诱导

线粒体的生物合成和细胞呼吸功能，是调控肌纤维

类型转化的主要因子之一。为改善猪肉品质性状，

Zhang 等[43] 和 Ying 等[44] 通过在猪肌肉中超表达

PGC1α 基因，使转基因猪酵解型肌纤维减少，肉色

鲜红，滴水损失显著降低，从而提高了猪肉的口感，

有效解决了肉质和产肉量的矛盾。

3.3    提高饲料利用率

玉米、大豆和小麦等饲料原料中含有大量的非

淀粉多糖，其将饲料营养物质包埋在细胞壁夹层或

内部，同时通过阻碍消化酶与食糜的接触，减慢营

养物质向肠道的扩散速度，影响脂肪、淀粉和蛋白
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质等营养成分的吸收和利用[45-46]。传统提高饲料利

用率的方法包括根据猪生长和生理需要提供不同

的营养配方和在饲料中添加酶制剂等，其中饲料中

添加酶制剂在提高饲料营养消化效率的同时，有利

于减少猪排泄中磷、氮排放。但酶制剂在生产应用

过程中容易受各种因素的影响，如调制温度、贮存

时间和酶活性等，增加饲料成本的同时达不到提高

消化效率的效果。2001 年，Golovan 等[46] 利用小鼠

腮腺蛋白启动子制备转植酸酶基因猪，使猪的饲料

利用效率提高的同时，降低了 75%的粪磷排放。随

后，该团队对这批转基因猪长达 9 代的跟踪结果显

示，植酸酶基因可以稳定遗传给下一代，同时在断

奶、生长、育肥阶段可显著提高饲料磷的消化率达

20% 以上。2015 年，Lin 等[47] 通过原核注射方式获

得含转纤维素酶基因猪，该猪饲料干物质和中性洗

涤纤维的消化效率显著提高，这将有利于提高猪对

富含纤维饲料的摄入量，提高饲料利用效率。Huang
等[48] 和 Zhang 等[49] 通过挖掘不同物种消化酶单基

因在细胞表达水平的前提下，成功获得转木聚糖酶

基因小鼠、转葡聚糖酶基因猪和转纤维素酶基因猪

等模型动物。由于转单一消化酶基因对饲料中纤维

素、木聚糖和葡萄糖等成分消化效果甚微，Zhang
等[45] 将 4个来自微生物的酶类基因 bg17A、eg1314、
xynB 以及 eappA 整合到猪胎儿成纤维细胞基因组

上，利用体细胞克隆技术培育出转 4 种酶基因的新

育种材料，该猪在饲养过程中氮磷排出显著减少，

同时对饲料中营养物质的摄取和吸收增加了，猪只

生长速度快，育肥出栏快，该研究有望缓解养猪业

的环境污染和粮食消耗等问题。

3.4    提高抗病性

猪病的爆发不仅给养殖业带来了巨大的经济

损失，而且人畜共患病也严重威胁人类的安全。随

着越来越多的环保、抗生素残留等问题的出现，科

研人员意识到，单纯依靠疫苗和药物治疗已经无法

彻底防控猪病。近年来，利用转基因和基因编辑技

术，科研人员在猪抗病育种中获得了较大进展。口

蹄疫是由口蹄疫病毒 (Foot and mouth disease virus，
FMDV) 引起的一种偶蹄动物急性、高度传播性疾

病。2015年，Hu等[50] 成功制备了靶向 FMDV的转

干扰 RNA 的转基因猪，该猪有效抑制 FMDV 病毒

繁殖，不表现出感染病毒后的临床症状和病理特

征；随后 Xie 等[51] 利用同样的方法，成功获得定点

整合转 shRNA 的抗猪瘟转基因猪，该猪有效抵抗

猪瘟病毒 (Classical swine fever virus，CFSV) 的感

染。值得注意的是，Yan 等[52] 通过超表达抗黏液病

毒基因 (Myxovirus resistance gene，Mx1) 也成功制

备有效抵抗 CFSV 复制的转 Mx1 基因猪。江戈龙

等[53] 通过细胞水平上筛选出能有效抑制圆环病毒

(Porcine circovirus type 2，PCV2)的 siRNA片段，并

利用体细胞克隆技术成功培育出抗 PCV2克隆转基

因猪，经过两代的跟踪结果发现，转基因猪可有效

抑制 PCV2 复制，且其余各项生长性能指标与野生

型猪无显著差异。

蓝耳病全称猪繁殖与呼吸障碍综合征 (Porcine
reproductive and respiratory syndrome，PRRS)，是一

种由 PRRS 病毒引起的繁殖障碍和呼吸系统的传

染病，是目前危害养猪业最严重的病毒性疫病之

一。研究表明，清道夫受体 CD163 是 PRRSV 的主

要受体基因[54-55]。从 2013 年起，Prather 团队针对

PRRSV 的受体做了多种基因敲除猪 [ 5 6 - 5 8 ]，发现

CD163 第 7 外显子双等位基因敲除猪攻毒后未表

现出临床症状，具有良好的抗蓝耳病能力[56]。该研

究开创了利用基因编辑技术抵御猪病毒性传染疾

病的先河，自此之后多家育种公司和科研院所开启

了抗猪蓝耳病基因编辑猪育种，并成功获得了抗猪

蓝耳病猪群体[59-63]。Yang 等[62] 利用 CRISPR/Cas9
敲除 SRCR5结构域的 CD163，成功制备 CD163 敲

除猪。与野生型对照相比，CD163 基因编辑猪感染

PRRSV 后不表现高热、呼吸障碍症状等临床症状，

血清指标及抗体指标均保持正常水平。除了蓝耳病

外，对于伪狂犬、非洲猪瘟、口蹄疫、圆环病毒病和

流行性腹泻等一系列猪病，如果可以用相同的技术

手段，获得免疫病毒感染的猪育种新材料，将对家

畜抗病育种的研究具有重要的推动作用。

非洲猪瘟是由非洲猪瘟病毒 (African swine
fever virus，ASFV) 引起的一种急性、烈性、高度接

触性的传染病，阻碍了全球养猪业的健康发展。

2018年 8月 3日，首例非洲猪瘟疫情在中国辽宁省

沈阳市确诊，随后迅速蔓延至全国，给养猪业造成

严重的经济损失。尽管研究人员在免疫佐剂、DNA
疫苗、弱毒疫苗和亚单位疫苗等方面做了大量的研

究工作，但临床结果表明这些疫苗均不能提供良好

的保护效率[64]。2016 年，Lillico 等[65] 研究发现，非

洲疣猪可携带非洲猪瘟病毒却不发病，而家猪在感

染非洲猪瘟病毒后，死亡率高达 100%。基因组测序

分析发现，家猪和非洲疣猪在 RELA 基因上存在

3 个 SNP 位点的遗传差异，这可能是家猪易感

ASFV 的一个重要原因。随后该团队利用 ZFN
技术将家猪 RELA 基因的 3 个 SNP 精确替换为非

洲疣猪的 SNP，成功制备了基因编辑猪[65]，可惜该

猪并没有后续报道，抗病效率还需要进一步确认。

但这种通过高通量、大规模的全基因组选择和测序

  94 华南农业大学学报 (http://xuebao.scau.edu.cn/zr) 第 40 卷  

 

 
 



分型方法，发现新型遗传标记，并结合基因编辑技

术精准验证 SNP位点，不仅改变目前全基因组选育

中完全依赖算法造成的统计学误差，而且打破了常

规培育具有抗病性状新品种的枷锁。

4   转基因和基因编辑猪在医学领域中

的应用

随着基因编辑技术的发展，科研人员利用 ZFN、
TALEN 和 CRISPR 等基因操作技术对猪基因组进

行有目的的改造，获得一大批有生物反应器、人类

疾病模型和异种器官移植应用前景的猪模

型[2-3, 28, 66-72]，这些猪模型可以大批量地高效生产活

性蛋白药物，提供异种器官用于缓解移植用器官不

足等。同时这些具有特定功能或基因缺陷猪可以精

确模拟人类复杂的疾病病症与病程，目前已被广泛

用于心血管系统疾病、代谢性疾病、神经退行性疾

病、囊性纤维化病和异种器官移植等生物医学领

域，对人类疾病治疗方法的研究起到推动作用。

4.1    生物反应器

随着医疗水平的发展和人们对重组蛋白药物

的接受度提高，传统生产重组蛋白的方式已无法满

足人们的需求，必须寻求更高效的生产医用蛋白的

策略，其中猪生物反应器生产的重组蛋白因其活性

高、质量好而被广泛使用[73-74]。转基因和基因编辑

猪生物反应器是指利用猪特定组织或器官高效

表达外源蛋白，以期从组织或器官中获取重组蛋

白，其中乳腺、血液和唾液腺为最常用的组织器

官[75-79]。自从 1987年报道首例乳腺生物反应器的小

鼠模型[80] 以后，研究人员迅速将其应用于猪等大动

物研究，其中血清白蛋白、乳铁蛋白和溶菌酶等表

达已经达到商业化水平[74]。Bleck 等[81] 成功制备在

乳腺中 α−牛乳清蛋白特异性表达的转基因猪，该猪

在整个泌乳期内产生的牛乳清蛋白显著高于对照

组。随后。Ma等[77] 通过乳腺中高表达重组人 α−乳
清蛋白转基因猪，增强仔猪断奶前的肠道发育和

日增质量的同时，成功获得活性高的人重组乳清蛋

白。人血清白蛋白是血浆中含量最丰富的蛋白

质，在维持血液渗透压、体液平衡和营养供给等方

面具有重要功能，在临床上可以治疗失血、创作

等引起的休克或水肿等病症 [82]。Peng 等 [83] 利用

CRISPR/Cas9 技术，首次将猪作为乳腺反应器动物

生产人重组血清白蛋白，Li等[84] 利用 TALEN技术

成功制备在血液中高表达人血清白蛋白的转基因

猪。Zeng 等[85] 通过构建唾液腺中表达人源神经生

长因子的转基因小鼠模型，证明其生物活性后运用

至猪体内，成功制备了转人源神经生长因子基因

猪，目前正在分离纯化鉴定中。这些生物反应器的

发展与应用极大程度上弥补了小鼠等生物反应器

蛋白表达总量相对较少、活性不高等缺点，为推动

重组蛋白的应用作出了重要贡献。

4.2    人类疾病模型

相对于小鼠等模式动物，猪的生理学、解剖学

和遗传学特征与人类非常接近，是一种研究人类疾

病的最佳动物模型。心血管疾病是当代社会引起死

亡高发的重要原因之一。血管性血友病 (Von
willebrand disease，vWD) 是由血管性血友病因子

(Von willebrand factor，vWF)基因缺陷所造成的，仅

次于血友病的常见遗传性出血性疾病。2014 年，

Hai 等 [ 8 6 ] 通过显微注射 Cas9mRNA 和靶向猪

vWF 基因 sgRNA 至猪胚胎，高效制备 vWF 双等位

敲除基因的广西巴马小型基因编辑猪，该猪出现严

重的凝血功能障碍，与血管性血友病患者的临床表

现相似，这将为人类Ⅰ型和Ⅲ型血管性血友病的治

疗提供重要的模型支撑。此外，Zhou 等 [ 8 7 ] 利用

CRISPR/Cas9 系统，针对皮肤白化病相关的酪氨酸

酶 (Tyrosinase,TYR) 基因，成功建立人类白化病猪

模型，为人类研究白化病发病机制及治疗提供了重

要的模型。PPARγ(Peroxisome proliferator-activated
receptor-γ) 基因与人类心血管疾病、机体免疫及胰

岛素抵抗有着密切关系。2011 年，Yang 等[88] 利用

ZFN技术和体细胞核移植技术，成功生产出了 2头
PPARγ 基因敲除猪，后期研究发现该猪较好地拟合

了人类心血管疾病病症，为研究 PPARγ 在人类心血

管疾病中的作用奠定了基础。低密度脂蛋白受体

(Low-density lipoprotein receptor，LDLR) 是家族性

高胆固醇血症的主要致病基因，其特点是血液中胆

固醇水平升高，增加动脉粥样硬化与早发冠心病的

风险。Carlson 等 [ 8 9 ] 利用 TALEN 技术构建了

LDLR 基因敲除小型猪，建立了家族性高胆固醇血

症的理想试验动物模型。Wang 等[90] 利用 CRIPR/
Cas9成功制备 NPC1L1(Niemann-pick c1-like 1)敲
除猪，为研究 NPC1L1 基因是如何影响人类对膳食

和胆汁胆固醇的吸收提供新的信息。随后，Huang
等[91] 利用 CRISPR/Cas9 技术成功制备了载脂蛋白

E(Apo lipoprotein E，ApoE) 和低密度脂蛋白受体

LDLR 双基因敲除猪，该猪可表现出高甘油三酯血

症和重度高胆固醇血症，为研究动脉粥样硬化疾病

提供的良好医学模型。这些心血管疾病猪模型的建

立，将为研究人类心血管疾病发病机理以及探索治

疗新方法等提供参考，显示其巨大的市场潜力和产

业化前景。

神经退行性疾病是由神经元和 (或) 其髓鞘丧
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失功能导致的，肢体功能障碍疾病，包括肌萎缩侧

索硬化症 (Amyotrophic lateral sclerosis，ALS)、阿尔

茨海默病 (Alzheimer’s disease，AD)、亨廷顿舞蹈症

(Hunt ing ton’s  d i sease，HD) 和帕金森综合征

(Parkinson’s disease，PD) 等[92]。ALS 又称渐冻人

症，是一种致命的神经退行性疾病，目前尚未有效

治疗的药物和方法。2014 年，Yang 等 [ 9 3 ] 针对

ALS的致病基因 SOD1 进行基因编辑，成功构建了

SOD1 基因突变猪，该猪表现出渐冻患者的运动神

经受损，肌肉萎缩等典型症状。随后 Wang 等[94] 利

用转基因技术针对另一个 ALS 的致病基因 TDP-
43，成功构建 ALS猪模型，这将为 ALS的治疗提供

有力保障。帕金森综合征是另一种常见的神经

退行性病症，其发病机制相对 ALS 更为复杂，仅

约 10% 的患者是由于某些特定基因突变导致，如

DJ-1、parkin、PINK1 和 PINK2 等[95-96]。2015 年，

Zhou 等[87] 利用 CRISPR/Cas9 技术同时成功构建

PINK1 和 parkin 双基因敲除猪，随后 Zhou 等[97] 通

过敲除 PINK1 和 PINK2 双基因，成功获得了 PD猪

模型；Wang等[98] 利用 CRISPR/Cas9显微注射猪受

精胚胎，成功制备 DJ-1、parkin 和 PINK1 3 个基因

缺失的猪模型；遗憾的是这些猪模型并没有检测出

PD的临床症状，可能会随着猪年龄的增长，最后表

现出 PD症状。HD是一种由 Huntingtin(HTT)基因

突变引起的脑部特定神经元退化的遗传性疾病。

2001 年，Uchida 等[99] 通过显微注射受精卵的方式，

成功获得 HTT 突变 (75Q) 的基因编辑猪。随后，

Yang 等[100] 通过体细胞克隆技术制备了 HD 猪模

型 (105Q 或 160Q)，Baxa 等[101] 通过构建 2 种不同

N−端和全长的 HTT(145Q) 转基因猪。虽然它们能

检测出突变的 HTT 表达，但行为表现和生活力上没

有表现出明显的 HD 表型。2018 年，Yan 等[2] 同样

应用 CRISPR/Cas9技术将人源的突变 HTT 基因定

点插入到猪 HTT 基因座内，建立了表达人源性全长

突变型 HTT 的基因编辑猪，该猪模型精准地模拟出

人类神经退行性疾病的特征，如运动、行为异常以

及早死症状、大脑出现纹状体神经元退化等，这将

可以用于研究大型哺乳动物神经性疾病的发病机

制及其治疗方案。

作为研究人类疾病的理想模型，猪不仅在研究

心血管疾病，神经退行性疾病方面作出卓越贡献，

在其他疾病如囊肿性纤维化 (Cystic fibrosis，CF)、
杜氏肌肉萎缩症 (Duchenne muscular dystropy，
DMD)、癌症等方面也有着其他动物不可比拟的作

用。2008年，Rogers等[102-103] 利用 AAV介导的同源

重组技术成功构建了囊肿性纤维化致病因子

CFTR 突变的猪模型。小猪出生后 24~48 h 出现明

显的胎粪梗阻，同时其他器官如胰脏、肝脏等均表

现出与人类患者相似的特征，为研究与治疗 CF 提

供了新的平台。2013年，Klymiuk等[104] 通过敲除抗

肌萎缩蛋白 (Dystrophin) 基因，获得运动能力下降、

肌肉萎缩和呼吸衰竭等病症的 DMD 猪模型，可惜

这些猪出生一周后几乎都死亡，没有一头猪可以活

到配种阶段。随后多个研究平台相继建立了 DMD
猪模型，如 Yu 等[105] 通过 CRISPR-Cas9 技术敲除

滇南小型猪受精卵 DMD 基因，成功地构建出人类

DMD疾病模型；另外，利用大动物猪还构建了其他

人类疾病模型，如结肠癌[106-107]、人甲减贫血和免疫

缺陷[108]、胃癌[109]、神经性耳聋[110]、色素性视网膜

炎[111] 和多囊性肾病[112] 等；这些疾病模型的建立将

为人类疾病和家畜疫病的发病机理提供重要的模

型支持，对疾病治疗方法的研究起到推动作用。

4.3    异种器官移植

异种器官移植和异种细胞移植是解决人供体

器官短缺的重要途径，而猪则被认为是人体异种器

官来源以及异种细胞再生的首选动物，其器官不但

体积和组织结构上和人类器官非常相似，而且可避

免灵长类动物作为异种供体源的伦理问题。尽管猪

可能可以作为人体器官移植的供体，但直接将正常

的猪器官移植至病人体内，会出现一系列的免疫排

斥反应，如超急性排斥反应、急性血管性排斥反应

和慢性排斥反应等。同时，猪内源性逆转录病毒

(Porcine endogenous retroviruses，PERVs)对病人也

具有潜在风险。因此如何避免免疫排斥反应和

PERV的跨物种感染是实现猪的器官异种移植首要

攻克的两大难题。

免疫排斥反应是机体对移植物 (异体细胞、组

织或器官) 通过特异性免疫应答使其破坏的过程，

其中受体体内预存的天然异种抗体 (Xenoreactive
natural antibodies，XNAs)识别异种抗原 Gal表位是

产生免疫排斥的主要因素[113]。2002年，赖良学首次

报道通过同源重组方法敲除猪 α−1,3−半乳糖转移

酶基因 (α-1,3-galactosyltranferase，GGTA1)，阻断

Gal 表位的生成，有效克服异种器官移植的超急性

排斥反应[114]。随后，多个团队先后利用基因编辑技

术成功获得 GGTA1 以及与免疫相关基因敲除的

猪模型。2003 年，Dai 等[115] 通过同源重组技术破

坏猪 α−1,3−半乳糖基转移酶基因，成功制备了

GGTA1 基因缺陷猪模型；2011 年，Hauschild 等[116]

利用 ZFN 制备了 GGTA1 的敲除猪；2013 年，Xin
等[117] 利用 TALEN技术再次对猪 GGTA1 基因进行

敲除，得到双等位基因敲除猪；2016 年，Kang 等[118]
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利用 TALEN 技术对猪的 GGTA1 基因进行敲除；

2017年，Chuang等[119] 利用 CRISPR/Cas9原核显微

猪胚胎细胞，生产出 GGTA1 基因缺失的猪。除

Gal 表位免疫抗原外，单磷酸胞嘧啶−N−乙酰神经

氨酸羟化酶 ( C y t i d i n e  m o n o p h o s p h a t e -N -
acetylneuraminic acid hydroxylase，CMAH)基因编码

的 β−1,4−N 乙酰半乳糖氨基转移酶 2(β-1,4-N-
acetylgalactosaminyl transferase 2，b4GALNT2) 和
N−羟乙酰神经氨酸 (N-g1yco1ylneuraminicacid，
Neu5Gc) 是另外 2 种主要免疫抗原。2013 年，Lutz
等[120] 利用 ZFN 基因编辑技术，成功获得 GGTA1/
CMAH 双基因敲除猪模型，并在体外证明了 GGTA1/
CMAH 双基因敲除猪的免疫排斥反应相对单基因

GGTA1 敲除猪更小，更有利于实现异种器官移植。

2014 年，Li 等[121] 针对 3 个与免疫排斥相关的基因

GGTA1、CMAH 和异红细胞糖苷酯合成酶 (iGb3S)
基因，利用 CRISPR/Cas9技术获得了单个基因或同

时敲除 2 个或 3 个基因猪模型，随后 Estrada 等[71]

利用相同技术分别获得 GGTA1、GGTA1/CMAH 和

GGTA1 /CMAH /β4GalNT2 基因敲除猪，通过对

比 3 种基因敲除猪，发现 β4GalNT2 基因敲除猪细

胞与人源 IgM和 IgG抗体的结合能力明显下降，表

明该模型可有效降低异种移植中的抗原性。这些特

异性抗原敲除猪模型的建立，将为扫除猪器官用于

人体移植的安全障碍，推动猪器官的临床应用奠定

基础。

PERV 是指整合在猪基因组的病毒，一般在猪

体内不会有毒性。当猪的细胞和人的细胞接触时，

内源性逆转录病毒会从猪的基因组“跳”到人的

基因组，导致 PERV的跨物种感染[122-123]。敲除猪基

因组 PERV 序列可为避免 PERV 种间传播，异种移

植转向临床应用的医疗风险和生物安全问题提供

解决措施。2015年，Yang等[124] 利用 CRISPR/Cas9
技术全基因组范围内敲除猪肾细胞系中所有 62 个

拷贝的 PERV 基因，使人感染 PERV 的风险下降至

以前的 1/1 000；随后 Niu 等[125] 成功获得世界首批

内源性逆转录病毒灭活猪猪模型，为实现猪器官的

异种移植提供了关键技术。综上所述，转基因或基

因编辑猪的研究为异种器官移植的供体提供了巨

大的可能性，同时为打破人类器官移植资源匮乏的

现状带来了曙光。

5   总结

目前，科研人员已经成功制备出一系列特定功

能的转基因或基因编辑猪模型，随着技术的不断发

展与成熟，未来将更加广泛地应用到种质资源新品

种创建、建立人类疾病模型、纠正缺陷性致病基因

和消除病毒/细菌感染等农业或医学领域。但是，转

基因或基因编辑猪的产业化推广和应用仍有诸多

问题需要克服。首先，利用体细胞克隆技术生产转

基因或基因编辑猪效率依然很低，仅有 1%~2% 左

右，远低于体内受精胚胎在母猪子宫内的发育效

率。虽然研究人员通过优化供体细胞的选择、减少

供体细胞的传代次数、矫正克隆胚胎基因组异常表

观遗传修饰状态等方式来提高克隆的效率，但对猪

体细胞克隆效率提高幅度也非常有限，提高后的效

率仍然不超过 2%。低下的猪体细胞克隆效率使得

基因编辑技术的应用成本大幅增加，迫切需要探索

更为有效的方法来提高克隆猪的生产效率。其次，

CRISPR/Cas9等基因编辑技术虽然能高效产生基因

组靶位点 DNA 双链断裂，但以同源定向修复介导

的定点突变和敲入效率仍然十分低下；同时该技术

还存在明显的脱靶效应，导致转基因或基因编辑猪

在器官移植等应用方面存在安全风险；因此如何降

低基因编辑技术的脱靶效应、寻找提高基因组定点

修饰效率的方法和降低制备转基因或基因编辑猪

模型的成本等问题仍需深入探讨。再者，随着高通

量测序、全基因组水平关联分析和功能基因研究等

相关研究的发展和应用，越来越多的猪功能候选基

因和人类疾病候选致病因子被相继发现，如何利用

基因编辑技术探索猪基因组功能、实现生产性状的

遗传改良和克服物种差异、准确模拟人类疾病仍需

要深入研究。最后，从中山大学黄军就首次对不能

发育的人类胚胎基因组进行编辑事件到原南方科

技大学副教授贺建奎的“基因编辑婴儿”事件，都

在提醒和要求相关监管部门规范和加紧制定转基

因或基因编辑猪检测和研究的相关标准，严格限制

其应用的范围，杜绝违规滥用现象。相信随着基因

编辑技术的完善，猪遗传改良育种、人类疾病研究

和药物开发将迎来全新的机遇与挑战。
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